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基于免疫信息学技术的结核分枝杆菌多表位疫苗构建*

曹钰婷,吴雪晗,宁钰,孟祥英,乔晋娟**

(潍坊医学院医学检验学院,山东潍坊
 

261053)

【摘要】 目的 筛选具有抗原表位可能性的结核分枝杆菌高活性结合肽(HABPs),构建基于 HABPs的多表位疫苗。

 方法 通过免疫信息学方法预测 HABPs的保护性抗原可能性、细胞毒性、致敏性及潜在B细胞和T细胞表位;将筛

选出的 HABPs与佐剂霍乱毒素B亚单位连接,构建多表位疫苗,并对其二级结构和理化性质进行分析;采用I-TASSER
服务器进行多表位疫苗三级结构同源建模,优化的模型质量通过PROCHECK、ERRAT及ProSA-web软件进行验证;

使用PatchDock软件进行多表位疫苗与TLR-4的分子对接;对疫苗进行密码子优化、在线克隆和免疫模拟。 结果 
共筛选出32条 HABPs序列,构建的多表位疫苗包含881个氨基酸残基,二级结构由43.93%的α螺旋、13.62%的β折

叠和42.45%的无规则卷曲组成,不稳定性指数(II)、脂肪族指数和亲水性平均值分别为45.34、84.09和-0.009,表明该

疫苗具有灵活、稳定的球形构象和亲水结构。Ramachandran图中位于核心区域和允许区的氨基酸比例大于90%,ER-
RAT评估整体质量因子值为74.39,Z值为-5.94,表明3D模型的质量整体较好。分子对接结果表明疫苗可与TLR-4
稳定相互作用。经过密码子优化的疫苗可在大肠埃希菌中高效表达。免疫模拟显示,当反复暴露于多表位疫苗抗原时,

机体的B细胞和T细胞免疫反应均得到增强。此外,多表位疫苗还可诱导高水平细胞因子的分泌。 结论 利用免疫

信息学工具构建的基于 HABPs的多表位疫苗含有B、T细胞表位,有望同时激发机体体液免疫和细胞免疫,具有良好应

用前景,但其实际免疫效果还需进一步证实。
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【Abstract】 Objective To
 

screen
 

potential
 

epitopes
 

from
 

the
 

highly
 

active
 

binding
 

peptides
 

(HABPs)
 

of
 

Mycobacteri-

um
 

tuberculosis
 

(Mtb)
 

and
 

construct
 

a
 

multi-epitope
 

vaccine
 

based
 

on
 

HABPs. Methods The
 

immunogenicity,toxicity,

allergenicity
 

and
 

potential
 

B-
 

and
 

T-
 

cell
 

epitopes
 

of
 

HABPs
 

were
 

predicted
 

by
 

immunoinformatics
 

approach.
 

A
 

multi-
epitope

 

vaccine
 

was
 

constructed
 

by
 

connecting
 

the
 

selected
 

HABPs
 

with
 

the
 

adjuvant,cholera
 

toxin
 

B
 

subunit.
 

Then
 

the
 

secondary
 

structure
 

and
 

physicochemical
 

properties
 

of
 

the
 

construct
 

were
 

analyzed.
 

The
 

tertiary
 

structure
 

of
 

vaccine
 

pro-
tein

 

was
 

predicted
 

using
 

an
 

online
 

I-TASSER
 

server,and
 

the
 

structural
 

quality
 

of
 

the
 

refined
 

model
 

was
 

verified
 

by
 

PRO-
CHECK,ERRAT

 

and
 

ProSA-web
 

software.
 

The
 

designed
 

multi-epitope
 

vaccine
 

protein
 

was
 

submitted
 

to
 

PatchDock
 

server
 

for
 

molecular
 

docking
 

with
 

TLR4.
 

Finally,codon
 

optimization,in
 

silico
 

cloning
 

and
 

immune
 

simulation
 

of
 

the
 

vac-
cine

 

were
 

carried
 

out. Results In
 

this
 

study,32
 

HABPs
 

were
 

selected
 

to
 

construct
 

the
 

multi-epitope
 

vaccine,which
 

con-
tained

 

881
 

amino
 

acid
 

residues.
 

The
 

secondary
 

structure
 

was
 

composed
 

of
 

43.93%
 

helix,13.62%
 

beta-strand,and
 

42.45%
 

coil.
 

The
 

average
 

values
 

of
 

instability
 

index
 

(II),aliphatic
 

index
 

and
 

grand
 

average
 

of
 

hydropathicity
 

were
 

45.34,

84.09
 

and
 

-0.009,respectively,indicating
 

that
 

the
 

vaccine
 

has
 

a
 

flexible
 

and
 

stable
 

spherical
 

conformation
 

and
 

a
 

hydro-

philic
 

structure.
 

Ramachandran
 

plot
 

showed
 

that
 

more
 

than
 

90%
 

residues
 

of
 

the
 

multi-epitope
 

vaccine
 

lay
 

in
 

the
 

favoured
 

and
 

additional
 

allowed
 

region,the
 

overall
 

quality
 

factor
 

evaluated
 

by
 

ERRAT
 

is
 

74.39,and
 

the
 

Z
 

score
 

is
 

-5.94,indica-
ting

 

that
 

the
 

model
 

of
 

the
 

vaccine
 

construct
 

was
 

reliable.
 

A
 

stable
 

interaction
 

of
 

the
 

vaccine
 

with
 

TLR-4
 

was
 

confirmed
 

by
 

molecular
 

docking.
 

The
 

codon-optimized
 

vaccine
 

could
 

be
 

efficiently
 

expressed
 

in
 

Escherichia
 

coli.
 

The
 

immune
 

simula-
tion

 

showed
 

that
 

the
 

second
 

and
 

third
 

immunization
 

stimulated
 

a
 

stronger
 

immune
 

response
 

than
 

the
 

primary
 

immuniza-
tion.

 

In
 

addition,the
 

multi-epitope
 

vaccine
 

could
 

induce
 

the
 

secretion
 

of
 

high-level
 

cytokines. Conclusion In
 

this
 

study,

a
 

multi-epitope
 

vaccine
 

based
 

on
 

HABPs
 

was
 

constructed
 

by
 

immunoinformatics
 

tools.
 

The
 

designed
 

vaccine
 

is
 

expected
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to
 

trigger
 

both
 

humoral
 

and
 

cellular
 

immune
 

responses
 

and
 

would
 

be
 

a
 

promising
 

vaccine
 

candidate
 

against
 

Mtb
 

infection.
 

However,the
 

exact
 

safety
 

and
 

immunogenicity
 

profile
 

of
 

this
 

vaccine
 

needs
 

to
 

be
 

verified
 

experimentally.
【Key

 

words】 Mycobacterium
 

tuberculosis;
 

immunoinformatics;
 

vaccine;
 

epitope

  结 核 分 枝 杆 菌 (Mycobacterium
 

tuberculosis,

Mtb)感染引起结核病[1]。卡介苗是目前唯一被批准

使用的抗 Mtb疫苗,但对成人的保护效果差异较大。
导致卡介苗对成人效果不佳的一个重要原因是部分人

群预先接触了普遍存在于环境中的其他分枝杆菌[2]。
此外,卡介苗是一种 Mtb的减毒株,存在毒力逆转的

可能性,这种潜在危害对免疫抑制人群是致命的[3]。
因此,亟需开发安全、高效的新型结核病疫苗。在位于

Mtb表面的蛋白中存在一类能与肺泡上皮细胞或单

核巨噬细胞高效结合的多肽,称为高活 性 结 合 肽

(High
 

activity
 

binding
 

peptides,HABPs),HABPs在

Mtb入侵宿主的过程中发挥重要作用,可作为新型抗

结核疫苗的靶点。本研究拟通过免疫信息学方法筛选

无细胞毒性和致敏性,且能激活体液免疫和细胞免疫

的HABPs,构建基于 HABPs的多表位疫苗,分析多

表位疫苗的二级结构及理化性质,并通过3D结构模

型预测和验证、分子对接和免疫模拟评估疫苗的结构、
热稳定性和免疫效率。

材料与方法

1 材料

HABPs为 Mtb来源的经实验验证能与肺泡上皮

细胞或单核巨噬细胞结合的多肽,HABPs序列及其

相关信息如表1。

表
 

1 HABPs的B细胞、HTL和CTL表位预测
Table

 

1 B-cell,HTL
 

and
 

CTL
 

epitope
 

prediction
 

of
 

HABPs

表位
Epitopes

来源蛋白
Protein

ABCpred
预测值
ABCpred
score

等位基因
Allele

半抑制浓度
IC50

超型
Supertype

TGMAALEQYLGSGHAVIVSI[4] Rv1268c 0.74 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 76 A2
LIGIPVAALIHVYTYRKLSGG[5] Rv2560 0.66 HLA-DRB5*01:01 49 A3;B7
VGFGPDYQTGGALLAWLTAA[6] Rv1510c 0.92 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 121 A2
TLTRAPLLVPLSAMQGNLIAY[7] Rv1510c 0.52 HLA-DRB1*07:01 178 A2;B7
GVRRGTDLMLYALVMAFSFT[8] Rv3632 0.59 HLA-DRB1*07:01 207 A3;B7
TLSTYMRFKDLELRYARIAR[8] Rv3632 0.61 HLA-DRB1*01:01 243 A2;A3
IDALVGAGLDRKDIRTTRVTY[9] Rv3623 0.85 HLA-DRB1*09:01 268
YAGAGRRQRRRRSGDGQWRLRQ[10] PE9 0.89 HLA-DRB1*11:01 175
YGTGVFRRRRGRQTVTAAEHRA[10] PE9 0.84 HLA-DRB1*11:01 168 A3;B7
LSVMAIFYLRLPATFGIGTY[11] Rv3494c 0.55 HLA-DRB1*11:01 170 A2;A3
GANNKIAFDRIDERLVVVGLY[6] Rv0679c 0.72 HLA-DRB1*11:01 475 A2
YKNGDPTIDNLGAGNRINKE[6] Rv0679c 0.77 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 644
AEILVKYAQLADKRARVYVL[6] RV1490 0.72 HLA-DRB5*01:01 541 A2
YVSAVPVRTFFAELRGNLAL[6] RV1490 0.66 HLA-DRB5*01:01 121 B7
GATRRICTALAIGPGTVSVLY[6] RV1490 0.8 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 79 A2;B7
PEIEQPPSRRNVQVFVCVVLY[6] RV1490 0.79 HLA-DRB5*01:01 1440 A3
ATAAPKTYTEELKGTDTGQA[6] Rv1980c 0.86 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 1062 B7
CQIQMSDPAYNINISLPSYY[6]

 

Rv1980c 0.85 HLA-DRB1*11:01 225 A2;A3
GVAELVGAQVISTDDVRRRL[6] Rv2004c 0.56 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 111
AHLSDPSGGHAEPVVVMRRY[6] Rv2004c 0.72 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 120
ILDSASNQHYSSRAAAAAYC[6] Rv2969c 0.76 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 63 A3
ATVVAGCSSGSKPSGGPLPDY[12] Rv1411c 0.79 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 92 A3
TTNPTAATGNVKLTLGGSDIY[12] Rv1411c 0.59 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 265 B7
IAPGSGSTADGQTPAGGHSVY[12] Rv1911c 0.74 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 106 B7
LVVALGGCGGGGGDSRETPPY[12] Rv1911c 0.92 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 110
GANVAPPLTWSSPAGAAELAY[12] Rv1911c 0.63 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 78 B7
YVPKATTVDATTPAPAAEPL[12] Rv1911c 0.81 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 260 B7
CSSNGARGGIASTNMNPTNPY[12] Rv2270 0.82 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 26
TASPGAASGPKVVIDGKDQNY[12] Rv3763 0.84 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 59
LITSRRQRKSAPARISGDRI[13] Rv3166c 0.61 HLA-DRB1*11:01 307 A3
ESPAPSARSESLARAAEIGLY[13] Rv3166c 0.84 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 231 B7
DVFSAVRADDSPTGEMQVAQY[14] Rv2536 0.81 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 816 B7
  注:黑体部分为 HABPs中包含的潜在CTL表位序列。
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2 方法

2.1 HABPs抗原表位可能性分析 将 HABPs序列

分别提交至VaxiJen
 

v2.0、ToxinPred和AllerTOP
 

v.
 

2.0软件,在线预期其保护性抗原可能性、细胞毒性和

致敏性。其中,VaxiJen
 

v2.0的阈值设为0.4,预测值

超过0.4的为可能的保护性抗原。从可能的保护性抗

原中挑选无细胞毒性且无致敏性的 HABPs序列,用
于进一步分析。

通过在线 ABCpred软件预测选定 HABPs序列

作为B细胞表位的可能性,阈值设为0.51,预测值超

过0.51的即为潜在的B细胞抗原表位。通过IEDB
软件的 MHC-II

 

Binding
 

Predictions模块预测选定

HABPs序列作为辅助T细胞(helper
 

T
 

cell,HTL)表
位的可能性,方法选用IEDB

 

recommended
 

2.22,等位

基因选择 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01、HLA-
DRB1*07:01、HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02、

HLA-DRB1*03:01、HLA-DQA1*05:01/DQB1*
03:01、HLA-DRB1*11:01、HLA-DRB5*01:01,预
测不同等位基因的IC50 值;使用IFNepitope软件预测

不同表位诱导机体产生IFN-γ的能力;通过 NetCTL
 

1.2预测选定HABPs序列作为细胞毒性T细胞(cy-
totoxic

 

T
 

cell,CTL)表位的可能性,Supertype选择

A2、A3和B7,C-末端蛋白酶裂解、TAP转运效率和表

位识别阈值分别设置为0.15、0.15和0.75。

2.2 多表位疫苗的构建及其二级结构和理化性质分

析 将不同的HABPs序列用AAY连接肽连接,并在

N端用EAAAK连接肽连接作为佐剂的霍乱毒素B
亚单位(1-124位氨基酸)序列,然后利用PSIPRED和

ProtParam工具分别对构建的多表位疫苗序列进行二

级结构和理化性质分析。

2.3 同源建模与分子对接 多表位疫苗三级结构的

同源建模采用全自动I-TASSER蛋白质建模服务器,
将得分最高的模型通过 ModeRefiner和GalaxyRefine
软件进行两步优化。优化后的模型质量通过SAVES

 

v6.0软件的PROCHECK和ERRAT模块及ProSA-
web软件进行验证。多表位疫苗与TLR-4(PDB

 

ID:

3FXI)的分子对接通过PatchDock软件进行,Cluste-
ring

 

RMSD设置为4.0。将候选模型根据geometric
 

shape
 

complementarity评分进行排序,并将排名前10
的模型提交至FireDock软件进行进一步优化。

2.4 在线疫苗构建及克隆分析 Java密码子适应工

具(JCat)被用于多表位疫苗密码子优化,物种选择大

肠埃希菌K-12菌株。通过SnapGene
 

Viewer软件将

优化的多表位疫苗核酸序列插入pET-28a(+)载体。

2.5 免疫模拟 为了表征所设计的多表位疫苗的免

疫应答谱和免疫原性,通过C-IMMSIM软件对多表位

疫苗进行免疫模拟。模拟体积和模拟步骤分别设定为

10和540,随机种子默认为12345。免疫程序共包含3
次注射,注射时间步长分别设置为1、84和252(一个

时间步长约为8h),整个模拟运行540个时间步长,约
为6个月。

结 果

1 HABPs抗原表位综合分析

共筛选出32条HABPs序列,如表1所示。这些

序列均经过 VaxiJen
 

v2.0、ToxinPred、AllerTOP
 

v.
 

2.0和IFNepitope软件分析,VaxiJen
 

v2.0预测值均

大于0.4,表明其具备保护性抗原可能性,同时这些

HABPs均具备诱导机体产生IFN-γ的能力,且无细

胞毒性和致敏性。通过 ABCpred软件预测 HABPs
是否为潜在的B细胞表位,所有多肽ABCpred预测值

均超过阈值,其中有12条 HABPs预测值大于0.8。
有24条HABPs同时含有CTL和HTL表位,表明这

些HABPs不仅能激活体液免疫,同时能激活CD4+
 

和

CD8+
 

T细胞。

2 多表位疫苗的二级结构和理化性质

最终 的 疫 苗 蛋 白 包 含 881 个 氨 基 酸 残 基。

PSIPRED生成了多表位疫苗蛋白的二级结构,该结构

由43.93%的α螺旋、13.62%的β折叠和42.45%的

无规则卷曲组成(图1)。多表位疫苗的理化性质通过

ExPASy工具的ProtParam模块进行预测,理论分子

质量为93.76
 

ku,理论pI为9.28,不稳定性指数(II)
为45.34,提示其可能为不稳定蛋白;脂肪族指数为

84.09,亲水性平均值为-0.009(<0),表明其亲水性

较好。

图
 

1 PSIPRED预测的疫苗二级结构

Fig.1 Secondary
 

structure
 

predictions
 

of
 

vaccine
 

construct
using

 

PSIPRED

3 多表位疫苗的3D模型预测及验证

使用I-TASSER服务器预测多表位疫苗蛋白的

3D模型,在预测的前5个最终模型中选择C值为-
1.68、TM 预测值为0.51±0.15、RMSD 预测值为

12.8±4.2Å的模型(图2A)进行优化。图2B显示的
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是 ModeRefiner优化后的模型,RMSD值为1.602,

TM值为0.9787(TM值大于0.5表明模型具有正确

的拓扑结构)。通过GalaxyRefine服务器对模型进一

步优化,得到最终的模型结构(图2C)。通过PRO-
CHECK、ERRAT及ProSA-web对模型质量进行评

价。PROCHECK输出的 Ramachandran图显示,多
表位疫苗中81.1%的氨基酸残基位于核心区域,

13.4%位于允许区,2.5%位于大致允许区,3.0%位于

不允许区(图2D),位于核心区域和允许区的氨基酸比

例大于90%,提示该疫苗3D模型构象合理。ERRAT
评估得到的整体质量因子值为74.39(图2E),ProSA-
web软件评估Z值为-5.94(图2F),表明优化的3D
模型质量整体较好。

  A I-TASSER同源建模获得的多表位疫苗3D模型 B Mode-
Refiner优化后的模型 C GalaxyRefine优化后的模型结构 D 优
化后模型结构的Ramachandran图 E 优化后模型结构的ERRAT 
F 优化后模型结构的Z-得分

图
 

2 蛋白建模、模型优化和评价

A The
 

final
 

3D
 

model
 

of
 

the
 

multi-epitope
 

vaccine
 

obtained
 

after
 

homology
 

modeling
 

on
 

I-TASSER B The
 

refined
 

model
 

obtained
 

via
 

ModeRefiner C The
 

refined
 

3D
 

structure
 

by
 

GalaxyRefine D Val-
idation

 

of
 

the
 

refined
 

model
 

with
 

Ramachandran
 

plot E ERRAT F
 Z-score

Fig.2 Protein
 

modelling,refinement
 

and
 

validation

4 多表位疫苗与TLR-4的分子对接

使用PatchDock服务器进行多表位疫苗与TLR-
4

 

(PDB
 

ID
 

3FXI)的分子对接,共得到1
 

644个对接方

案。根据几何分数、原子接触能、界面面积大小和实际

刚性转换排名,然后将排名前10的对接方案提交到

FireDock服务器进行进一步完善。选择具有最低全

局能量(-11.28
 

kJ/mol)的对接方案作为最终分子对

接结果(图3)。

5 多表位疫苗的密码子优化和在线克隆

为了使多表位疫苗蛋白在大肠埃希菌原核表达系

统中最大限度地表达,采用JCat软件对多表位疫苗进

行密码子优化。优化后的核酸序列包含2
 

643个核苷

酸,GC含量为50.73%,CAI值为1.00(图4A)。通

常认为,CAI值大于0.8且GC含量在30%至70%之

间时蛋白表达水平良好[15]。利用SnapGene软件将优

化的 多 表 位 疫 苗 编 码 序 列 插 入 到 原 核 表 达 质 粒

pET28a
 

(+)中进行重组表达载体的在线克隆,结果

如图4B所示。

注:多表位疫苗标记为彩虹色;TLR-4标记为青色。
图

 

3 多表位疫苗与TLR-4的分子对接

Notes:Docked
 

complexes
 

for
 

vaccine-TLR-4
 

complex
 

with
 

vaccine
 

colored
 

rainbow
 

color
 

and
 

TLR-4
 

colored
 

cyan.
Fig.3 Molecular

 

docking
 

of
 

the
 

multi-epitope
 

vaccine
protein

 

with
 

TLR-4

图
 

4 优化密码子的相对适应性(A)和pET28a-多表位疫苗
蛋白重组表达载体图谱(B)

Fig.4 The
 

relative
 

adaptiveness
 

of
 

the
 

adapted
 

codon(A)
 

and
 

the
 

map
 

of
 

recombinant
 

expression
 

vector
 

pET28a-multi-epitope
 

vaccine
 

protein(B)

6 多表位疫苗的免疫模拟

多表位疫苗的免疫模拟结果如图5所示。第2次

和第3次免疫比第1次免疫激发了更强的免疫反应

(图5)。在第2次和第3次免疫后,抗体(IgG1+
IgG2、IgM、IgG+IgM、IgG1)滴度,尤其是IgM 滴度

显著增加,产生的主要IgG类型为IgG1(图5A),不同

类型的记忆B细胞增加,非记忆B细胞减少(图5B)。
活性HTL和CTL也在第2次和第3次免疫后显著

增加(图5C和5D)。多表位疫苗还可诱导高水平的

IFN-γ和IL-2细胞因子分泌(图5F)。

讨 论

目前结核病仍是对全球公共卫生影响最大的疾病

之一,而卡介苗已被证明在保护成年人免受肺结核感

染方面无效,开发新的抗结核疫苗对于结核病的防控

具有重要意义。Mtb是一种胞内寄生菌,主要感染肺

泡巨噬细胞,与宿主细胞的结合是 Mtb感染机体的关

键环节。来源于Mtb表面膜蛋白的HABPs能与宿主

细胞高效结合,可作为结核疫苗的候选抗原,用于阻断

靶细胞受体和分枝杆菌之间的特异性相互作用[9]。
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  注:以上分别为每次注射后免疫球蛋白(按同型细分)的滴度(A);
注射抗原后每个状态下B细胞(B)、辅助性T细胞(C)和细胞毒性T细
胞(D)种群的演变(静息状态代表未提呈抗原的细胞,而无能状态代表

T细胞因反复暴露而产生对抗原的耐受性);注射后细胞因子和白细胞
介素的浓度(E),插图显示的是IL-2水平与辛普森指数D。

图
 

5 多表位疫苗的C-IMMSIM 免疫模拟
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production
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injections
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populations
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state
 

after
 

the
 

injections.
 

The
 

resting
 

state
 

represents
 

cells
 

not
 

presented
 

with
 

the
 

antigen
 

while
 

the
 

anergic
 

state
 

characterizes
 

tolerance
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the
 

T-cells
 

to
 

the
 

antigen
 

due
 

to
 

repeated
 

exposures.
 

(E)
 

Concentration
 

of
 

cytokines
 

and
 

interleukins
 

after
 

the
 

injections,and
 

the
 

insert
 

plot
 

shows
 

IL-2
 

level
 

with
 

the
 

Simp-
son

 

index
 

D.
Fig.5 Immune

 

simulation
 

results
 

of
 

the
 

multi-epitope
 

vaccine
by

 

C-IMMSIM
 

server

Mtb为胞内寄生菌,可在被感染的巨噬细胞内复

制。因此,细胞免疫在抗结核免疫应答中发挥重要作

用[16]。研究发现,B细胞和抗体不仅参与抗结核体液

免疫,还通过调节宿主的各种免疫成分增强宿主对

Mtb的细胞免疫应答[17]。因此,理想的抗 Mtb疫苗

应同时包含T细胞和B细胞抗原表位。此外,为了获

得最大的疗效,同时尽可能降低疫苗不良反应,所选

HABPs应具有免疫保护性,且无毒性和致敏性。本

研究通过免疫信息学方法对文献中报道的 HABPs进

行分析,共筛选出来源于17个 Mtb蛋白的32条

HABPs序列。筛选出的 HABPs均具有免疫保护性

和诱导机体产生IFN-γ的能力,且无细胞毒性和致敏

性。此外,预测所有 HABPs均具有潜在的B细胞表

位和 T 细胞表位,其中有24条 HABPs同时含有

CTL和 HTL表位。因此,由这些选定的 HABPs组

成的多表位疫苗应该是安全的,且可刺激机体产生体

液免疫和细胞免疫应答。
理化性质及结构对于多表位疫苗的设计是不可或

缺的。本研究构建的多表位疫苗预期分子质量为

93.76
 

ku,表明其具有良好的免疫原性。通过 Ex-
PASy的ProtParam模块预测包括不稳定性指数、脂
肪族指数和亲水性在内的各种理化性质,结果表明该

疫苗结构稳定,亲水性好,但脂肪族指数略高,提示其

可能存在热不稳定性。多表位疫苗蛋白的二级结构中

包含13.62%的β折叠和42.45%的无规则卷曲,表明

疫苗 具 有 灵 活 的 构 象。PROCHECK、ERRAT 及

ProSA-web等模型质量评价显示,经过2次优化的多

表位疫苗3D模型整体质量较好。
为了进一步提高疫苗的免疫原性,本研究将霍乱

毒素B亚单位(cholera
 

toxin
 

subunit
 

B,CTB)作为佐

剂添加到了多表位疫苗的 N末端。TLR-4高表达于

人骨髓来源的细胞,如单核细胞、巨噬细胞和未成熟树

突状细胞,因此,TLR-4配体激动剂具有强大的免疫

刺激作用,已被用作亚单位疫苗的佐剂[18]。CTB是

TLR-4的高效激动剂,CTB和TLR-4之间的直接相

互作用促进CTB对TLR-4的激活,CTB能够通过直

接结合诱导TLR-4受体细胞中NF-κB的激活[19]。因

此,本研究利用CTB作为佐剂构建的多表位疫苗与

TLR-4进行了分子对接。多表位疫苗和TLR-4之间

最佳对接复合物的总能量为-11.28
 

kJ/mol,表明设

计的多表位疫苗与TLR-4具有良好的结合能力,并可

能引发保护性免疫反应。
本研究设计的多表位疫苗序列主要来源于病原

菌,无需翻译后修饰,因此可通过原核表达系统大量制

备。大肠埃希菌培养成本低、易于操作,是最常用的原

核表达系统。为了确保设计的多表位疫苗能在大肠埃

希菌中高效表达,通过JCat软件对多表位疫苗进行密

码 子 优 化,最 终 优 化 的 DNA 序 列 GC 含 量 为

50.73%,CAI值为1.00,表明多表位疫苗在大肠埃希

菌中高效表达的可能性。
通过免疫模拟预测了设计的多表位疫苗的免疫效

果。结果表明,当反复暴露于多表位疫苗抗原时,B细

胞、HTL和CTL免疫反应均得到增强,这与本研究设

计的多表位疫苗中所选 HABPs都含有 B细胞和

CTL或 HTL表位是一致的,说明该疫苗可同时有效

激活体液免疫和细胞免疫。此外,多表位疫苗还可诱

导高水平的细胞因子,特别是IFN-γ的分泌,这也与

筛选的每条 HABP都具备诱导机体产生IFN-γ的能

力的预期一致。
本研究利用免疫信息学工具构建了一种基于

HABPs的多表位疫苗,该疫苗所选 HABPs含有潜在

CTL、HTL和B细胞表位,具有抗原性,且无细胞毒

性和致敏性。对二级结构和理化性质的预测表明,该
多表位疫苗具有灵活、稳定的球形构象和稳定的亲水

结构。ERRAT和ProSA
 

web服务器验证了3D模型

的结构质量,分子对接证实了疫苗与TLR-4的稳定相

互作用。此外,密码子优化和在线克隆预测了该疫苗

在大肠埃希菌中的高效表达可能性,免疫模拟表明该

疫苗能够激发有效的体液免疫和细胞免疫。表明构建

的HABPs的多表位疫苗是一种具有良好应用前景的

抗结核疫苗,但其实际免疫效果还需进行实验证实。
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